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研究成果の概要（和文）：HIF-2αノックダウンマウスにおいて転移に関与すると推測される
VCAM-1 の発現低下が転移標的組織にて認められ，VCAM-1 が HIF-2αの標的であり転移に関
与していることが示唆された．そこで血行性転移モデルを用いて生体における解析を行ったと
ころ肝臓転移巣数が WT マウス（5.0 ± 1.0 個/field）に比べ HIF-2αノックダウンマウス（2.8 ± 
0.76）では約 40％抑制されることが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）：  VCAM-1 function was suggested that important for early 
metastasis foci formation. VCAM-1 expression reduced in HIF-2α knockdown mice. These 
results suggested that HIF-2α participate in metastasis via regulation of VCAM-1 
expression. We analyzed by metastasis model in vivo.  It number of the liver metastasis 
foci of HIF-2α kd was reduced than WT  (WT: 5.0 ± 1.0/field, HIF-2α kd: 2.8 ± 0.76/field). 
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１．研究開始当初の背景 
 心筋梗塞に代表される血管障害による虚
血に伴う組織低酸素や，呼吸器不全における
全身性の低酸素症状に対する生体防御応答
として赤血球造血，血管新生，嫌気性代謝促
進等が誘導されるが，これらの生体応答反応
は低酸素を感知し活性化される HIF 転写因
子によって vascular endothelial growth 
factor (VEGF), erythropoietin (Epo)等の遺
伝子の転写が活性化されることによって引
き起こされる現象である．HIF 遺伝子にはこ
れまでに３種類の遺伝子が発見されており，
全身性に発現の見られる HIF-1，主に血管
内皮細胞に発現している HIF-2，低酸素応
答遺伝子の転写に対して抑制に働く HIF-3
と そ の splicing variant で あ る IPAS 
(inhibitory PAS protein)が報告されている． 
この HIF 転写因子は腫瘍の血管新生や腫瘍
の増大に大きな影響を与えているとされ，近
年がんと低酸素の研究が大きく躍進してき
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た．これまでに HIF とがんとの関連性を解析
した物においては解析方法の限界もあって，
腫瘍細胞における低酸素応答性に関する物
しかなかった．腫瘍血管という宿主の機能を
分子レベルで解析する為には宿主の遺伝子
を改変する必要性がある．そこで我々は
HIF-2αノックダウンマウスを作製した，この
マウスは HIF-2α完全遺伝子破壊マウスでは
胎生致死を回避し正常に発生させることが
出来るマウスであった，このマウスを用いる
事により宿主である血管機能を解析するシ
ステムを構築し，宿主血管機能における
HIF-2αの役割を解析してきた．腫瘍血管新生
における宿主機能の一部を解明出来たこと
は大変意義のある物であるが，未解明の部分
も多く残されている．特に先の研究で新しい
標的遺伝子として接着因子の制御に HIF-2α
が関与している事が発見された．これはがん
の転移巣形成においては特に初期にこの接
着因子が重要であることから，転移の標的臓
器の正常な血管における HIF-2αが転移に関
与している事が推測された．これは転移にお
ける宿主血管機能を解析する上で大変興味
深い． 
 
 
２．研究の目的 
 がんにおいて低酸素応答性は非常に重要
であるが，それは必ずしも原発腫瘍でのみの
現象ではなく転移巣形成においても低酸素
応答は需要である．これまで正常組織である
転移先の臓器における宿主血管内皮細胞の
機能は不明であった．一方でがんの転移巣が
形成される過程において宿主血管細胞とが
ん細胞の相互作用が重要であることは既に
よく知られた事実であるが，この時低酸素応
答性やそれらに関する知見はほとんど得ら
れていない．ましてや標的組織における宿主
正常血管内皮細胞における HIF 転写因子が
どのような役割を発揮するのかに関しては
全く分かっていなかった．これまでの報告よ
り転移巣形成に関与する接着因子の一つが
VCAM-1 であること，肺血管内皮細胞では
VCAM-1, HIF-2α, HIF-3αが発現しており
VCAM-1 が HIF-2αの標的であることが分か
っている．HIF は主に腫瘍血管新生に関与す
るため腫瘍の増殖に関する研究に関しては
多数の報告があるが，転移巣の形成と血管内
皮細胞における HIF 機能の関連性について
明らかにされていない．前述のように
HIF-2αが VCAM-1 を制御している事から，
転移巣形成の初期段階に関与しているとの
仮説を立て解析を行った． 
 これまで転移形成における HIF 因子の機
能解析は主として腫瘍細胞の HIF 機能に関
する報告であり，転移に重要である宿主血管
における機能は解析がなされていなかった．
腫瘍だけでなく宿主の解析を進め相互作用
の重要性並びにメカニズムを解明すること
によって新しい転移抑制治療法の開発へと
結びつけることを目的とした． 
 
 
３．研究の方法 
 宿主血管の HIF 機能を解析する為には，腫
瘍側の機能解析とは個となり，工夫が必要と
なる．具体的には宿主の遺伝子を改変する必
要がある，我々が所有している HIF-2αノック
ダウンマウスはこの研究にも非常に適した
マウスである．HIF-2αノックダウンマウスお
よび HIF-3αの遺伝子破壊マウスの血流中に
腫瘍細胞を注入し，肺転移モデルを作製し，
時期特異的に解析を行い，血管内皮細胞にお
いて HIF-2αの作用している点を解析する．ま
た HIF-3αは HIF-2αによる転写活性化に対し
て抑制性に働くとされているが，血管内皮細
胞における抑制性制御の重要性に関しても
HIF-3α遺伝子破壊マウスを用いて解析を行
い，標的遺伝子に対する転写を正および負の
両方から解析を行い総合的な低酸素応答機
構の解明を行った． 
 また本研究課題においては，これまで明ら
かにされていない正常組織の血管内皮細胞
における HIFが転移巣形成に関与しているこ
とを解明するために以下の点において工夫
した．１）これまでは腫瘍細胞の低酸素応答
性ばかりが注目されていたが，肺血管内皮細
胞における HIFの役割を明らかにするために
HIF-2αノックダウンマウスおよび HIF-3αノ
ックダウンマウスを用いたモデルを作製し
解析を行い活性化と抑制の総合的な制御機
構を解明する．２）宿主細胞における標的遺
伝子を明らかにし，その働きだけでなく制御
機構まで明らかにし転移巣形成の分子機構
を明らかにしていく．３）血管内皮細胞を単
離および培養する手法を既に確立しており，
この技術を応用し標的遺伝子の作用および
制御機構を詳細に検証する培養実験系を作
製することが可能であり，腫瘍細胞との相互
作用と低酸素応答機構の解明を目指した． 
 
 
４．研究成果 
 HIF-2αが血管内皮細胞において接着因子
の発現に関与していることに着目し，転移巣
形成の初期段階に大きく関与しているので
はないかと推測し，転移巣形成能の解析を行
った． 
 転移臓器の血管内皮細胞における接着因
子である VCAM-1の発現を調べたところ，肺，
肝臓，脾臓において HIF-2αノックダウンマウ
スにおいて発現の低下を認めた．そこで血行
性転移モデルとして経尾静脈に LLC細胞を投
与したマウスの肝臓への転移を解析した結
果，初期の転移巣の数が WTマウス（5.0 ± 1.0
個/field）に比べ HIF-2αノックダウンマウス
（2.8 ± 0.76 個/field）では WT マウスに比
べて約 40％に抑制されることが明らかとな
った． 
 また今回見られた初期転移巣形成の抑制
現象が血管内皮細胞において発現する
HIF-2 αが起因していることを証明するため
に，血管内皮細胞のみ HIF-2α発現量を戻した
マウス（HIF-2α :: Tie1Cre コンパウンドマ
ウス）を用いて検証したところ，転移コロニ
ー数が 5.0 ± 1.0 個/field と野生型とほぼ
同程度まで有意差を持って回復した．このこ
とから宿主臓器における血管内皮細胞の
HIF-2αが転移初期に影響を与えていること
が証明された． 
 しかし今回問題点として，肺転移において
有意な差が見られなかった事から，異なる腫
瘍細胞を用いた再検証，およびより本来の病
態における転移形成に近い原発腫瘍からの
血行性転移を実現するモデルを作成中であ
る．また HIF-2αだけでなく抑制性に働くと推
測されている HIF-3αの遺伝子破壊マウスに
おいても同様の解析を実施する予定である．
また HIF-2α/ HIF-3αの転移初期に関与する
因子について分子生物学的な解析を進める．
HIF-3a に関しては，今回の解析から血管構造
に重要な VEカドヘリンの発現が HIF-3a 遺伝
子破壊マウスにおいて増加していたことか
ら影響があることが強く示唆される結果を
得ており，新たに HIF-2a だけでなく HIF-3a
による標的遺伝子の制御並びにその生理機
能をあわせて総合的に解析を進めていくこ
とが今後の課題である． 
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